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Suivi du projet

Demande de compte sur :
https://forge-dga.jouy.inra.fr/

Quel work projet ?

https://forge-dga.jouy.inra.fr/
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Point sur les 89 échantillons

* Au moins 12 FASTQ corrompus (Nb sequences R1/R2 différent → Buffer error)
Listés dans le wiki (accès wiki ?) :

L10_1_BC5_S58 
L10_11_SCO_1338_S63
L11_2_SCO_81_S67 
L11_6_SCO_116_S69 
L2_11_MPHB3_S79 
L4_11_MD2_S21 
L4_9_MD12_S19
L5_1_MD15_S26
L5_11_MD14_S36 
L6_11_SH2000-99-394-g_S46 
L6_6_SH2001-106_11-b_S44 
L7_14_7013j_S48_R1_001-bonnom.fastq.gz 

* 12 FASTQ ne sont pas disponibles dans le répertoire ECOBIOP_ADNa: L1-1, L1-4, L7-15, L8-6, L9-12, L9-8, L9-10,  L3-3, L7-11, L7-
9, L1-2, L1-7

→ Une autre source est-elle disponible ? ng6 ? Disque dur ?
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Premiers tests
Un échantillon L2-6 TP1 France Roquemissou (Aveyron) Néolithique (-6000 -2200). 

→ mapDamage inutile pour trouver les vrais variants car la profondeur est telle que les dommages faits à l'ADN sont masqués.
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Premiers tests
http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/mito/igvjs_multifasta.html
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Premiers tests : Bonne qualité du consensus
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Alignement sur multiFasta
Choix de 5 références pour générer un multifasta :
Salmo trutta trutta NC_010007.1
Hucho hucho mitochondrion NC_025589.1
Coregonus muksun mitochondrion NC_028593.1
Coregonus ussuriensis mitochondrion NC_025648.1
Coregonus chadary mitochondrion NC_030175.1
(puis ajout salmo salar dans la suite des tests)

Alignement sur 5 échantillons moins riches en ADN :
lib     [DNA] ng/ul    endo %
L9-13    15,5    1,1
L2-4      9,6    0,9
L5-6      29,8    0,8                
L9-4      46,9    0,8
L9-14    27,1    0,8
L5-11     26,6    0,6
L9-6      31,3    0,6

→ Pas de corrélation entre le nombre de séquences et la quantité d’ADN.

(source PartitionCaptureMitoParLot.xlsx):

TODO :
 - Graph Qte ADN * Nb 
seq.
- Histo Nb seq. / éch.
- Histo Nb seq. alignées
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Alignement sur multiFasta
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Alignement sur multiFasta

Zoom sur zones moins couvertes :

Zoom sur zones coloriées dans histogramme → Consensus ok
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Alignement & Sélection

1/ Alignement de l’ensemble des 
échantillons disponibles avec le 
multifasta pour récupérer le nb. De 
séquences alignées et les 
profondeurs :

2/ Critères de sélection des 27 
échantillons :

● 2/3 échantillons par période 
distincte

● avec une couverture médiane 
variable : haute - moyenne – 
basse
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Alignement sur référence majoritaire

● Second l'alignement que sur la référence majoritaire de chaque échantillon
→  pour éviter de dépeupler des zones qui sont partagées entre plusieurs 
références.

● Ajout d’un filtre sur la qualité des alignements : -q 20

● Profondeur min assez grande pour avoir confiance dans la référence.

● Comparaison des profondeurs min et max :
● au 1er alignement : sur multifasta et non filtré
● vs 2nd alignement : sur référence majoritaire et bam filtré q 20

→ Ceci nous permet donc effectivement de récupérer de la profondeur

● Explorations manuelles :
http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/mito/Second-pass-align/L0_4.igvjs.html
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Alignement sur référence majoritaire
IGV L0_6

http://genoweb.toulouse.inra.fr/~sigenae/sarah/mito/Second-pass-align/L0_6.igvjs.html

Zoom sur zones moins couvertes = zones dégradées:
- Même si trou => Blocs de N. Tant que la profondeur
n’est pas nulle alors la référence est bonne.
- Même si dégradé -> consensus possible.
- Hétérozygotie, mais pas trop de variations différentes 
dans les différentes séquences => consensus propre.

Zoom sur quelques petites variations aléatoires qui ne changent pas le référence :
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Perspectives
Démarche pour générer les nouvelles référence: 

● Contrôler la qualité des alignements avec IGV.

● Sélectionner les échantillons à conserver (avec Joëlle).

● Extraire la séquence consensus de référence en sélectionnant 
un groupe d’échantillons ayant la même référence majoritaire. 
Par exemple, les 8 échantillons truite.
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Perspectives

● Générer une nouvelle référence consensus avec les seconds alignements sur ces échantillons avec un outil d’alignement multiple comme 
MAFFT.

● Analyse phylogénétique (dendrogramme) pour calculer la distance entre les références générées.

● Analyse des variants entre les références et replacer les individus par rapport aux variants.
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Perspectives
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Perspectives
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Conclusion

● Grandes variabilités sur les quantités de séquences produites.

● Certains échantillons corrompus ou absents ~ 30 perdus / 89.

● Beau potentiel avec ~ 20-30 truites et ~20 saumon.

● Voir si des zones géographiques et des périodes historiques sont perdues.
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